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リンパ球系 細胞 に おいて、 Mucosa-associated Lymphoid Tissue Lymphoma 








パスウェイ解析したところ、Transforming Growth Factor- (TGF-)、Epidermal 
Growth Factor(EGF)のシグナル関連遺伝子の発現が抑制されていた。また細胞遊走能
に関しても MALT1 が強く関与することが示され、wound healing アッセイでは治癒速
度が野生型 MALT1によって 66.4％にまで抑制された。タイムラプス解析では遊走速度
は 0.2 倍に抑制された。以上の結果より、MALT1 は口腔癌の表現型に大きく影響を与
えている可能性が示唆された。 
























In lymphocyte lineages, mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma 
translocation 1 (MALT1) mediates the nuclear factor-κB activation signal that 
stimulates progression of malignant tumors. However, its expression is 
inactivated in oral carcinomas with the worse prognosis. Unveiling genes under 
the control of MALT1 is required for understanding the role in pathological 
processes. 
In this study, we profiled gene datasets altered in response to MALT1 
expression in oral carcinoma cells by the microarray analysis. Totally, 2,933 genes 
up-regulated or down-regulated in MALT1-expressing cells were identified.  
 Subsequent pathway analysis implicated the inhibition of epidermal growth  
factor and transforming growth factor- signaling gene expression. 
Migratory ability of cells in response to MALT1 was determined by wound healing  
assay and time-lapse analysis, and highlighted the involvement in the cellular  
movement. Wound closure was suppressed by wild-type MALT1 (66.4%) and the 
velocities of cell migration were increased 0.2-fold by wild-type MALT1. These 
data demonstrated that MALT1 represses genes involved in aggressive  
phenotypes and behaviors of oral carcinoma cells, and suggest that MALT1 acts  
tumor-suppressive and that the loss of expression stimulates oral carcinoma 
  
progression.   
 Immunohistochemical expression of fatty acid-binding protein ( FABP)4,FABP5 
and FABP6 in tongue carcinomas (n = 58) and its implications in the 
clinicopathological parameters were also examined because MALT1 inhibition the 
expression of fatty acid-binding protein. 
 Cytoplasmic staining of FABP5 was increased in the carcinomas with advanced  
T-stage and clinical stage. Ectopic expression of FABP4 was detected in almost all  
carcinomas, but its implications in the disease progression were uncertain and 
FABP6 was not stained. 
 These data suggest the expression of MALT1 inhibition genes expression of 
invasion and metastasis in carcinomas. 
 
Key words  :  transforming growth factor-, microarray, oral cancer, 
mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation 1,  






















るかはよく知られていない。MALT1は death domain、Ig-like domain、caspase-like 
domain の３つの domain から成り立っている。T 細胞抗原受容体シグナル、または B
細胞抗原受容体シグナルは CARD-containing MAGUK Protein 1 (CARMA1)-B-cell 




























The Cell Resource Center for Biomedical Research Institute of Development, 
Aging and Cancer (東北大学、仙台、日本)から購入した口腔癌細胞株 HSC2を 10％ウ
シ胎仔血清（ HyClone Laboratories、 Mordialloc、 Victoria、 Australia）と
Penicillin‐Streptomycin Mixed Solution Wako、大阪）（100 units/ml）を含む Roswell 
Park Memorial Institute1640（RPMI1640）培地(Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA)
で 60 mm dishシャーレ(Greiner bio-one、Frickenhausen、Germany)で 37 ℃、5 ％ CO2
培養器で 80 – 90 ％コンフェレントになるまで培養した。尚、すべての細胞培養は
37℃, 5％ CO2管理下で行われた。 
 野生型 MALT1（wtMALT1；1-824 amino acids）と N末端を欠失させた MALT1（ΔMALT1；
333-824 amino acids）を pcDNA4-HisMaxB（Invitorogen、Carlsbad、CA、 USA）およ
び pCMV-Tag 2A（Stratagene、La Jolla、CA、USA）で発現ベクターを構築した。これ
らを wtMALT1発現ベクター（wtMALT1 / pcDNA4-HisMaxB）、ΔMALT1 発現ベクター（Δ
MALT1 / pCMV-Tag 2A）とした。構築した発現ベクターを HSC2 細胞に FuGene（Roche 
Diagnostics、Mannheim、Germany）を用いて遺伝子導入した。さらに pcDNA4-HisMaxB
のみ HSC2細胞に遺伝子導入した。培養 72時間後に 100 μg/mLの G418（Sigma-Aldrich）
を添加し、約２カ月間かけコロニー形成まで培養した。それぞれの遺伝子導入した
HSC2 細胞からコロニー30 個づつを選択し、60 mm dish（Greiner Bio-One GmbH）で
80 ％コンフェレントまで培養（２週間）した。ウエスタンブロット法で wtMALT1（His 
tag）とΔMALT1（Flag tag）の発現を確認し、最も発現量が高かったクローンを安定
株とした。HSC2細胞に pcDNA4-HisMaxB のみ導入した MockHSC2細胞 3)(mock)、野生型




遺伝子解析は RNeasy Mini Kit（QIAGEN K.K -Japan、東京）を用いて 10 cm 
dish(Greiner bio-one)で 80％コンフェレントまで培養した wtMALT1と mockから抽出
した全 RNAから Amplified RNA（aRNA）合成し、ビオチン化標識後、Affymetrix社製 
GeneChipを用いて Array にハイブリダイズした（三菱メディエンス、東京）。aRNAの
ビオチン化には GeneChip 3'IVT Express Kit（Affymetrix Japan、東京）を用いた。
aRNAの断片化後、GeneChip Hybridization Oven 640（Affymetrix Japan）で 16時間
以上、45 ℃で GeneChip Human Genome U133A 2.0（Affymetrix Japan）とハイブリダ
イズした。 GeneChip Fluidics Station 450（Affymetrix Japan）で洗浄および染色
後、GeneChip Scanner 3000（Affymetrix Japan）でスキャンし、GeneChip Command 
Console Software（AGCC、Affymetrix Japan）によりシグナルを測定した。測定した
遺伝子発現量の標準化や統計的学的解析には GeneSpring GX10（version 11.5.1 、




た Aspin-Welch の t 検定を用いた。検定の有意水準は両側 5％とし、多重性の調整に
ついては Holm の方法を用いた。また、多重補正は Benjamini-Hochberg False 
Discovery Rate（FDR）により行った。発現量が 2倍以上変動し、p＜0.05であるもの





ロセスなどのカテゴリーに従って比較した 23)。Ingenuity Pathway Analysis（IPA）
website（version 9.0、http://www.ingenuity.com）にアップロードし、変動遺伝子
群が関連するパスウェイを特定した。つまり、これまでに公表された分子間の相互作
用情報等に基づいたデータを、得られた P値に従って順位づけた 24)。 
 
4. リアルタイム RT-PCR 
Mockと wtMALT1を TRIZOL試薬（Invitrogene）に可溶化し，フェノール抽出後，エ
タノール沈殿を行った。沈殿物をミリ Q水に溶解し，Gene Quant100（GE Healthcare、
Tokyo）にて吸光度を測定し全 RNA 濃度を調整した。全 RNA10 μg を MultiScribe 
Reverse Transcriptase（Applied Biosystems、東京）およびランダムプライマーを
用いて 37 ℃で 120分間 cDNA合成を行った。合成した cDNA、TaqMan Gene Expression 
Master Mix（Applied Biosystems）および以下の TaqMan specific probes（Applied 
Biosystems）を混合し，Step One Real-time PCR system（Applied Biosystems）で
リアルタイム PCR を行った。95 ℃で 20 秒間処理し、95 ℃（1 秒）と 60 ℃（20 秒）
での増幅反応（計 40 サイクル）により遺伝子発現量を測定した。 
Latexin LXN Hs00220138_m1 
Trefoil Factor Family 1 TFF1 Hs00907239_m1 
GATA Binding Protein 3 GATA3 Hs00231122_m1 
Tumor Protein 53 TP53 Hs01034249_m1 
Cadherin Type 1 CDH1 Hs00170423_m1 
Fatty Acid Binding Protein 4 FABP4 Hs01086177_m1 
Fatty Acid Binding Protein 6 FABP6 Hs01031183_m1 
Vascular Endothelial Growth Factor C VEGFC Hs00153458_m1 
Snail Family Zinc Finger 2 SNAI2 Hs00950344_m1 
High Mobility Group AT-hook 2 HMGA2 Hs00171569_m1 
Interleukin 6 Signal Transducer IL6ST Hs00174360_m1 









10 ㎝ dish 上に 10 ％ウシ胎仔血清（HyClone Laboratories）と Penicillin‐
Streptomycin Mixed Solution （Wako）（100 units/ml）を含む Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium(DMEM)培地(Sigma-Aldrich)中で 80 ％コンフェレントまで培養した
細胞株の全ライセートを SDS Sample Buffer【0.1M Tris-HCl(pH 6.8)、4 ％SDS、0.12 ％
β−メルカプトエタノール(Sigma-Aldrich）、20 ％グリセロール、1 ％Brome Phenol 
Blue溶液数滴（Wako）】で可溶化し，電気泳動試料とした。 
10 ％ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分画し、PolyVinylidene DiFluoride（PVDF、 
Wako）膜に転写し 3 ％ BSA溶液（IVIC、Koube）でブロッキングした。転写膜を mouse 
monoclonal anti-human TFF1 (１:1000、Santa Cruz Biotechnology、Santa Cruz、
CA、USA)、mouse monoclonal anti-human GATA3(１:1000、Santa Cruz Biotechnology)、
goat polyclonal anti-human LXN(１:1000、R&D Systems、Minneapolis、MN、USA）、
rabbit polyclonal anti-human FABP4(１:1000、Abcam、Tokyo）、rabbit monoclonal 
anti-human FABP6(1:1000、Sigma-AldrichA)、あるいは mouse monoclonal anti-human 
-actin(１:1000、Sigma-Aldrich）に対する特異抗体とインキュベート後(4 ℃ 
overnight)、ビオチン標識２次抗体：rabbit biotinylated anti-goatIgG(H+L)(1:1000、 
Vector Laboratories、Burlingame、CA、USA)、goat biotinylated anti-rabbit 
IgG(1:1000、DAKO、Glostrup、Denmark)、rabbit biotinylated anti-mouse IgG(1:1000、 




6. Wound healing アッセイと細胞遊走アッセイ 
始めに、siRNA（50 nM；#18601 siRNA；Ambion、Austin、TX、USA）を用いて MALT1
をノックダウンし発現の低下を確認した。Negative Control には Silencer Negative 
Control #1 siRNA（Ambion）を使用した。24-wellシャーレ（Phoenix science、Tokyo）
上に 80 ％コンフェレント（37 ℃、5 ％CO2）まで培養した wtMALT1、ΔMALT1、mock
に Lipofectamine® RNAiMAX Reagent（Invitrogene）を用いて siRNA を導入しコンフ
ェレント になるまで培養した。次いで MALT1siRNA 導入細胞を 200μl pipettman チ
ップでスクラッチし、創部間の 24時間後の閉鎖距離を測定した 25)。 
Real-time sensing wound healing アッセイでは、E-Plate 16（Wako）上に先と同
Paxillin PXN Hs01104424_m1 
Interleukin-11 IL11 Hs01055413_g1 
  
 
じ条件でコンフェレントになるまで培養した wtMALT1、ΔMALT1、mock を 200 μl 
pipettman チップでスクラッチし、14 時間後までの経時的な電気インピーダンスを
xCELLigence RTCA-DP（Roche Diagnostics）を用いて測定した。 
また、35 ㎜ dish に１×103個の wtMALT1、ΔMALT1、mock を蒔き 12 時間培養後、
CellTracker Green Fluorescent Probe（Lonza、Walkersvill、MD、USA）で染色し、
共焦点レーザー顕微鏡（IMARIS、Carl Zeiss、Jena, Germany）により、培養 16時間





計 58 症例のパラフィン包埋舌癌組織切片を用いた。患者は男性 34 人、女性 24 人で
29歳～92歳の範囲であった（mean ± SD、62.8±14.9 years-old）。組織学的悪性度










ヒト舌癌とマウス創傷部の 10 ％中性ホルマリン固定パラフィン包埋切片（4 μm）
を脱パラフィンおよび水和処理後、0.01Mクエン酸ナトリウム緩衝溶液（pH 6.0）中
でマイクロウェーブ処理（500 W）を行った。正常血清でブロッキング後、１次抗体
rabbit polyclonal anti-humann FABP4(１：150、Abcam）あるいは rat monoclonal 
anti-humann FABP5(1：800、 R&D Systems、MN、state of Minnesota 、USA）とイン
キュベート後（4 ℃、overnight）、ビオチン標識２次抗体 goat biotinylated 
anti-rabbit IgG(1：200、 DAKOG、lostrup、Denmark)、goat biotinylated 
anti-ratIgG(H+L)(1：200、Vector Laboratories)と反応後(23 ℃、30 min)ABC （Vector 
Laboratories）、DAB(Sigma-Aldrich)を用いて染色した。染色反応の評価は McCluggage 
WGら 30)の方法に従い、目視で核および細胞質における陽性率を 0：totally negative、
1：< 10 %、2：10-40 %、3：41-60 %、4：> 61 %の 4段階に評価し、染色強度は 1：









創傷閉鎖と細胞遊走速度の統計学的有意差は JMP 7.0.1（SAS Institute Inc.、Cary、
USA）を用いて Wilcoxon test で解析した。染色スコアについては Pearson's 





































mock と wtMALT1 との間で発現が変動する遺伝子をマイクロアレイで網羅的に解析
したところ、発現量が 2倍以上変動した 2,933 種類の遺伝子が得られた（Fig. 1-1）。
そのうち、1,433遺伝子は wtMALT1で発現が上昇し（赤）、1,500遺伝子は低下した（緑）。 
10倍以上の変動を示した遺伝子群では 415 種類が上昇（青）、87種類が低下（赤）を




FABP6 等）31-34)を含む遺伝子の発現レベルをリアルタイム PCR 法で、タンパク質レベ
ルでの発現をウエスタンブロット法で検証したところ、マイクロアレイ解析と同様の
結果が得られた（Fig.1-3、4）。他の遺伝子の発現については検証していないが、発
現が低下した遺伝子：Twist Basic Helix-loop-helix Transcription Factor 1（TWIST1）、
LIM Domain Only 4（LMO4）、Zinc Finger E-box Binding Homeobox 2（ZEB2）、






ころ、 Intra-cellular signaling、 Cellular Organization 及び Developmental 
processes（Table 2）に関与することが示されたが、MALT1 発現で変動が認められた
FABPファミリーの明確な Category は示すことができなかったが IPAでの分析では細
胞機能での変化は Cancer、Cellular Movement、Gastrointestinal Disease に関連す
ることが認められ、既知パスウェイでは HER2-signaling in Breast Cancer、Glioma 




ー、癌幹細胞マーカー、WNT パスウェイなどが影響を受けていた（Table 3）。IAP で
は変動遺伝子の多くが癌に密接に関連している事を示したが、MALT1 が具体的に与え
ている影響を Molecular Mechanisms of Cancer で検証した。ネットワークの中心に
位置する RAS や SMAD を中心に発現量が低下していた（Fig.3）。 
また、ErbB signaling にリストされている ErbB1とリガンド：AREG、TGF-、EREG、 
Neuregulin-1（NRG1）、RAS、Phosphoinositide 3-Kinase（PI3K）、Protein Kinase C
（PKC）が発現低下した（Fig.4A）。 
TGFパスウェイでは TGF-、TGF-受容体Ⅱ、Smad2/3/4（Fig.4B）、Focal Adhesion 
  
 
Kinase（FAK）シグナルでは ITGs、Epidermal Growth Factor Receptor（EGFR）、
Hyaluronan-mediated Motility Receptor（RHAMM）、Vinculin（VCL）、PXN、DOCKs な









創傷閉鎖は mockに対して wtMALT1では 80.5 ％に低下し、ΔMALT1 では 185 ％上昇し
た（Fig.7-1、2）。MALT1 を siRNA(50 nM)によりノックダウンすると wtMALT1 の閉鎖
能の回復がみられたが（P =0.003；Fig.7-3 and Table 4）、ΔMALT1 では siRNA の標
的配列が欠落しているため変化は認められなかった。 
次に、より正確かつ連続的に測定するために RTCA-DP system を用いた real-time 
wound healing アッセイを行った。mock 対して wtMALT1 の創傷閉鎖は 66.4 ％に低下
し、ΔMALT1では 218.6 ％に上昇した（Fig.7-4）。上記の wound healing アッセイは
細胞の遊走、増殖、細胞間接着により大きく影響を受けるため 40)、タイムラプス解析
による単一細胞レベルでの遊走能を測定した（Fig.7-5）。mock の移動速度が
1.01±0.05 µm/h であったのに対し、ΔMALT1 では 3.06±0.60 µm/h（P = 0.021）ま
で遊走速度を速め、wtMALT1 では殆ど動きが認められなかった（0.21±0.01 µm/h；P = 
0.021）。 
 
5．正常舌組織における FABP の発現と局在 















6．マウス創傷部皮膚における FABP の発現 
58症例で FABP5の発現が癌細胞に隣接する上皮で上昇したことは、周囲組織由来の
因子または遺伝子変異が FABP5 の発現を活性化させる可能性が考えられる。そこで、
正常マウスの創傷部での FAB5P の発現を検証した。Fig.9 に示すように、FABP5 は切















T-stages や clinical stages の進行癌で有意にスコアが上昇した（Table 6）。  
 
8．舌癌組織における FABP4 の発現 
FABP4の発現は FABP5陰性の胞巣辺縁部癌細胞にも高頻度に認められた（Fig.10B）。
細胞質での染色強度と陽性率は、FABP5に比較して低かった。 

















リンパ球系細胞において MALT1 は NF-κB を活性化し、進行した口腔癌では NF-κB





進行に果たす MALT1 発現の意義の解明を目指した。IPA パスウェイデータベースで網





る最も主要な EGF受容体であり 43)、MALT1はその発現量を低下させた。他の EGF受容
体（ErbB2-4）は発現量が上昇したが、それらと頭頸部腫瘍進行との関連については
一定の見解を得ていない 44-46)。 
マイクロアレイ解析の結果、EGFR のリガンドである AREG、TGF-、EREG の発現は
MALT1 により減少したが、これらの過剰発現は口腔癌細胞の増殖と密接に関係するこ
とが報告されている 47-49)。また、MALT1 は EGF シグナル伝達分子である RAS（HRAS、
NRAS）や PKC（PKCA、PKCI、PKCQ）も発現低下させた。EGFR遺伝子座の増幅は口腔癌
の発生・進行の要因であり 50)、EGFR 下流シグナルは予後が不良な口腔癌で強く活性
化される 51)。口腔癌と EGFR遺伝子活性型変異との関連は明らかでないが 52、53)、MALT1
は活性型変異の有無にかかわらず、EGFR遺伝子の発現を低下させることで癌の進行を
抑制し、逆に、MALT1 発現の喪失は EGF-EGFR パスウェイを活性化することで促進する
可能性を示している。また、EGFシグナルの抑制と並行し、MALT1は TGF2、TGFR2、
SMAD2、SMAD3、および SMAD4 の発現を抑制した。これらの SMADs で形成される SMAD
複合体は TGF--TGFBR2 シグナル伝達に中心的役割を果たす 54)。 
TGF-は初期癌では抑制に働くが、癌進行に伴い細胞増殖、浸潤、転移、血管新生
などを促進させる 54)。MALT1 発現の喪失は口腔癌進行の後期過程に生じる 3)。また、







する High Mobility-group A2（HMGA2）は注目に値する 59、60癌細胞の EMTは浸潤能と




61)。wtMALT1 で発現が低下した HMGA2 は、SNAI2、ZEB2、TWIST を介して E-cadherin
の発現を抑制する 60、62)。 E-cadherinの発現抑制が癌の高度悪性型決定要因として働
くことから 7、63) MALT1 の発現動態が口腔癌の進行に極めて大きな影響を与ると予想で
きる。 
MALT1 は他の EMT 誘発因子 WNT3、Fibroblast Growth Factors、Platelet-derived 
Growth Factors、Interleukin-6 Receptor、Fibroblast Growth Factor Receptors）
と FAK シグナル（Integrin、Paxillin）や細胞外マトリックス分解酵素の Matrix 
Metalloproteinase、ADAMs、Plasminogen Activators、Kallikreins、Cathepsins）、
CD44、SPARC、Collagen、Laminin、Jagged2、Podpplanin といった EMT 関連遺伝子の
発現を抑制した。従って、MALT1 発現の喪失は癌細胞 EMT に働く様々な要因を活性化
すると予想できる。遊走能の亢進は EMTの特徴を示す代表的な指標の１つである 7、39）。 
本研究で遊走能が MALT1 により強く抑制されたことは、MALT1 の機能がリンパ球系
細胞と口腔癌細胞では異なるという仮説を支持する。TGF-と EGF パスウェイは相乗







β酸化のための供給や転写因子である Peroxisome Proliferator-activated Receptor
（PPAR）の活性化等に様々な役割を担う 11、12)。FABP の発現は最初に同定された組織
や細胞に限局する場合が多いが、異所的な発現が癌進行に深く関与することが明らか
になりつつある 11)。本研究では、口腔癌細胞において MALT1発現により FABP4、FABP5、
及び FABP6 の発現が低下したが、舌癌における FABP の発現と病態との関連性につい
てはよく知られていない。 




である 67、68)。FABP5 は増殖過程にあるケラチノサイトに多量に発現するとともに 69)、
口腔癌細胞の増殖と遊走を促す 14)。 
本研究では、微弱ながら創傷１日目の細胞に FABP5の発現を認め、創傷治癒の初期




















がある。さらに、マイクロアレイ解析の結果で MALT1 発現の有無が FABP の発現に影
響したことから、癌細胞を取り巻く遺伝的および環境的要因が FABP5 の発現誘導に働
くと考えられる。 







す FABP5 の役割を否定するものではない。FABP5 によるエネルギー産生の亢進は癌細
胞の急速な増殖と腫瘍の増大に働くと予想できる。また FABP4の病理学的役割は癌種





また FABP4 の発現と口腔癌の進行には相関を認めなかったが、FABP5 とは異なり、
FABP4はしばしば核に限局して認められた。FABP4は核内に長鎖脂肪酸を輸送し、PPAR-
γと長鎖脂肪酸を介して複合体を形成する。PPAR-γは予後の良好な舌癌患者で強く
発現し 81)、PPAR-γ作動薬は舌癌の発生を阻害する 82)。しかし、in vitro で高度悪性






本研究では MALT1 の発現が FABP4、FABP5 の発現のメカニズムにどの様な影響を与
えているかを明確にすることは出来なかったが、口腔癌患者予後の改善に向けて、
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Table 1. Top 20 genes altered in wtMALT1HSC2 cells. 
Gene symbol FC Gene description 
Up-regulated 
 JUP///KRT19 9943.8 Junction plakoglobin///keratin 19 
 LXN 2407.5 latexin 
 TFF1 1377.1 trefoil factor 1 
 CXCR4 1196.5 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 
 SH3YL1 1113.9 SH3 domain containing, Ysc84-like 1 
 SERPINA3 748.3 serpin peptidase inhibitor, clade A 
 TARP///TRBC2  726.8 TCR gamma alternate reading frame protein///T 
cell receptor gamma constant 2 
 TBL1X 721.5 transducin (beta)-like 1X-linked 
 TARP 597.5 TCR gamma alternate reading frame protein 
 ATP2A3 523.3 ATPase, Ca++ transporting, ubiquitous 
Down-regulated 
 CYBRD1 97.0 cytochrome b reductase 1 
 PSMB8 73.3 proteasome subunit, beta type, 8 
 FABP4 64.6 fatty acid binding protein 4, adipocyte 
 HOXD10 61.6 homeobox D10 
 SERPINB13 60.5 serpin peptidase inhibitor, clade B, member 13 
 FABP6 53.4 fatty acid binding protein 6, ileal 
 SERPINB2 52.6 serpin peptidase inhibitor, clade B, member 2 
 TMPRSS11E///TMPRSS11E2 43.9 transmembrane protease, serine 
11E///transmembrane protease, serine 11E2 
 PPP4R4 39.2 protein phosphatase 4, regulatory subunit 4 
 BCL11A 39.1 B-cell CLL/lymphoma 11A 
・                   ・ 
・                   ・   
・                   ・ 
FABP5              5.3  fatty acid binding protein 5, psoriasis associated 
 







   
  
Table 2. Classification of gene sets by GO analysis 
Category Total gene Genes/input P value 
Nucleosome 86 43 4.71E-12 
Protein-DNA complex 105 43 3.55E-5 
Chromatin 185 52 2.60E-6 
Basolateral plasma membrane 146 24 1.03E-5 
Protein-DNA complex assembly 112 46 2.79E-10 
Nucleosome assembly 107 46 5.77E-10 
Chromatin assembly 108 46 8.37E-5 
Protein-DNA complex subunit organization 117 46 1.66E-9 
Nucleosome organization 114 46 6.78E-9 
DNA packaging 131 46 4.09E-4 
Anatomical structure morphogenesis 811 26 3.77E-4 
Anatomical structure development 1885 56 5.26E-8 
Tissue development 500 31 7.63E-8 
Epidermis development 133 29 2.00E-4 
System development 1565 29 3.23E-7 
Cellular component assembly at cellular level 459 46 4.76E-7 
Cellular component assembly 677 46 4.85E-7 
DNA conformation change 150 46 7.12E-7 
Multicelluar organismal development 2064 162 9.95E-7 
Organ development 1090 29 1.41E-6 
Developmental process 2336 184 1.88E-6 
Chromatin assembly or disassembly 150 49 4.28E-6 
Pathogenesis 21 13 6.91E-6 
Homophilic cell adhesion 114 39 1.19E-5 













Table 3. Gene function not included in the IPA 
Extracellular matrix-degrading enzymes 
Up-regulated: CTSF, MMP9, MMP16 
Down-regulated: ADAM9, ADAM12, ADAMTS1, CTSB, CTSC, CTSF, CTSH, CTSL2, CTSZ, 
KLK5, KLK10, MMP1, MMP2, MMP10, MMP13, MMP14, PLAU, PLAUR 
Collagens 
Up-regulated: COL2A1 




Down-regulated: LAMA2, LAMA3, LAMB1, LAMB3, LAMC2 
Integrins 
Up-regulate: ITGB5 
Down-regulated: ITGA2, ITGA3, ITGA6, ITGB4, ITGB6 
WNT pathways 
Up-regulated: FZD7 
Down-regulated: DKK1, DKK3, FAT4, FZD2, FZD6, LEF1, POP1, PORCN, TCF4, WISP3, 
WNT3 
Cancer and/or epidermal stem cell markers 
Up-regulated: BMP7, CXCR4, CXCL12, FOXA1, FZD7, KLF4, KLF9, KLF11, NR2F2, 
TP53 
Down-regulated: AKT3, ATM, BDNF, CD44, CD59, CD73, FGFR2, FOXA2, FZD2, FZD6, 
HMGA2, HRAS, IL6ST, ITGA2, ITGA3, ITGA6, ITGB4, KLF5, KLF7, KRT5, KRT14, 
LAMA2, LAMA3, LAMB1, LAMB3, LAMC2, LEF1, PDGFA, PDGFC, SMAD2, SMAD3, 














Table 4. Percentage of wound closure (n = 6)
*
 
Cell 6 h 12 h 24 h 48 h 
mockHSC2 12.19± 2.47 33.33± 7.78 52.99± 5.33 81.44± 7.07 
mockHSC2+siRNA 11.13± 1.91 22.75±12.42 45.97±20.21 69.38±13.57 
wtMALT1HSC2  4.27± 1.15  5.98± 2.36 10.32± 1.48 12.96± 3.94 
wtMALT1HSC2+siRNA  7.22± 1.46 12.53± 0.96 28.43± 5.70 39.59± 2.25 
∆MALT1HSC2 31.12± 4.84 62.29± 5.45 98.04± 2.25   100± 0.00 
∆MALT1HSC2+siRNA 20.72± 3.16 65.24±10.16 97.51± 2.84   100± 0.00 
*
Percentage of wound closure was calculated by measuring the width of remaining wound, 






























Table 5.  FABP5 staining score and clinicopathological parameters 
Parameters (n)           Nucleus               Cytoplasm 
                 Mean ± SD    P§      Mean ± SD   P§ 
Age                       0.220            0.553 
< 65 yrs (33)        4.969 ± 2.495     8.188 ± 2.571                 
 ≥ 65 yrs (25)        5.120 ± 3.180     8.120 ± 3.206  
Sex                0.491            0.411 
Female (24)        4.125 ± 2.153     7.542 ± 3.036  
Male (34)        5.697 ± 3.036     8.606 ± 2.645  
T stage*                       0.137            0.125 
T1 (38)        4.842 ± 2.666     7.553 ± 2.617  
T2 (18)        4.824 ± 2.580     9.059 ± 2.968  
T4 (2)        10.500 ± 2.121     12.000 ± 0.000  
N stage*                       0.482            0.764 
N0 (49)        5.021 ± 2.809     7.979 ± 2.779  
N1 (6)        4.000 ± 1.265     9.167 ± 3.488  
N2 (3)        7.333 ± 4.163     9.000 ± 3.000  
Clinical stage*               0.720            0.619 
Stage 1 (38)        4.842 ± 2.666      7.553 ± 2.617  
Stage 2 (10)        5.333 ± 3.354     9.333 ± 2.958  
Stage 3 (6)        4.000 ± 1.265     9.167 ± 3.488  
Stage 4 (4)        7.750 ± 3.500     9.750 ± 2.872  
Histological differentiation            0.463            0.161 
Well (32)        5.469 ± 2.771     8.189 ± 2.856 
Moderate (20)       4.450 ± 2.395     7.750 ± 2.899 
Poor (6)        4.600 ± 4.334     9.600 ± 2.510 
 
*Patients were categorized by tumor size (T stage) and clinical stage according to the UICC 
WHO grading system and by the stage of lymph node metastasis (N stage). 
§ Pearsons’ chi-square test. 
  
  
Table 6.  FABP5 staining score in non-progressive/advanced states of carcinomas 
Parameters (n)          Nucleus                 Cytoplasm 
               Mean ± SD   P§               Mean ± SD   P§ 
T stage*            0.357             0.041 
T1 (38)      4.842 ± 2.666       7.552 ± 2.617  
T2-4 (20)      5.421 ± 3.061       9.368 ± 2.948  
N stage*                    0.355                     0.383 
N0 (49)      5.021 ± 2.809       7.979 ± 2.780  
N1-2 (9)      5.111 ± 2.848       9.111 ± 3.140  
Clinical stage*            0.357                     0.041 
Stage 1 (38)      4.842 ± 2.666        7.553 ± 2.617  
Stage 2-4 (20)     5.421 ± 3.061       9.364 ± 2.948  
Histological differentiation¶        0.277                     0.051 
Well (32)     5.469 ± 2.771       8.188 ± 2.856  
Less (26)     4.480 ± 2.771       8.120 ± 2.877  
 
*Patients were categorized by tumor size (T stage) and clinical stage according to the UICC 
WHO grading system and by the stage of lymph node metastasis (N stage). 
§ Pearsons’ chi-square test. 










Table7.  FABP4 staining score and clinicopathological parameters 
Parameters (n) Nucleus Cytoplasm 
 Mean ± SD P
§
 Mean ± SD P
§
 
Age  0.099  0.194 
 < 65 yrs (33)  5.212 ± 3.798   4.424 ± 3.093  
 ≥ 65 yrs (25)  4.400 ± 2.972   4.360 ± 2.752  
Sex   0.266  0.153 
 Female (24)  4.208 ± 3.134  4.083 ± 3.269  
 Male (34)  5.324 ± 3.649  4.618 ± 2.686  
T stage
*
  0.669  0.852 
 T1 (38)  4.737 ± 3.629   4.211 ± 2.849  
 T2 (18)  4.833 ± 3.222   4.722 ± 3.268  
 T4 (2)  7.500 ± 2.121   5.000 ± 1.414  
N stage
*
  0.915  0.527 
 N0 (49)  4.837 ± 3.490  4.347 ± 2.803  
 N1 (6)  3.333 ± 1.751  4.000 ± 4.336  
 N2 (3)  8.333 ± 4.041  6.000 ± 2.000  
Clinical stage
*
  0.979  0.279 
 Stage 1 (38)  4.734 ± 3.629   4.211 ± 2.849  
 Stage 2 (10)  5.100 ± 3.247  4.900 ± 2.846  
 Stage 3 (6)  3.333 ± 1.751  4.000 ± 4.336  
 Stage 4 (4)  7.750 ± 3.500  5.500 ± 1.915  
Histological differentiation  0.695  0.492 
 Well (32)  5.094 ± 3.762  4.250 ± 2.771 
 Moderate (20)  4.300 ± 2.812  4.850 ± 3.281 
 Poor (6)  5.500 ± 4.087  3.667 ± 2.733 
 
*
Patients were categorized by tumor size (T stage) and clinical stage according to the UICC 
WHO grading system and by the stage of lymph node metastasis (N stage). 
§







Figure  1.  Microarray  analysis  and  its  validation  by real-time PCR  
and immunoblot.  Volcano  plot  of  genes  altered  in  wtMALT1HSC2 cells.  
Log2 fold-change (FC) and their corresponding –log10(p-value) of all genes in the 
microarray were taken for construction of the plot. Genes up-regulated and 
down-regulated more than 2.0-fold change with a p-value < 0.05 were depicted in 
light red and green, respectively. All other genes that were not significantly 
altered were in black (1-1). Normalized intensity value of gene dataset in 
mockHSC2 cells (m) and wtMALT1HSC2 cells (w) with different fold-change (ⅰ, ≥ 2.0;
ⅱ, ≥ 4.0; ⅲ, ≥ 10.0) were illustrated. Genes up-regulated and down-regulated in 
wtMALT1HSC2 cells were depicted in blue and red, respectively (1-2). Expression of 
genes of interests was analyzed by quantitative real-time PCR (n = 3). FC of genes 
of interests in wtMALT1HSC2 cells relative to mockHSC2 cells were standardized by 
the expression of ACTB (1-3). Protein expression was examined by the 
immunoblot. β-actin was used as an internal control (1-4). 
 
Figure  2.  Ingenuity  pathway  analysis  of  the  genes.   
The significance of each function or canonical pathway was determined based on 
the p-value by right-tailed Fisher’s exact test and with threshold less than 0.05.  
The top 15 possible bio-functions (a) and canonical pathways (b) of genes 
  
regulated by MALT1 were shown.  Ratio of number of genes in a given pathway 
satisfying the cutoff and total number of genes present in that pathways was 
determined by the pathway analysis. 
 
Figure  3.  Gene  Pathway  analysis  involved  in  the  networks  
associated   with  ‘‘Molecular  Mechanisms  of  Cancer ’’ 
Functinal interacting network among gene sets were uploaded in the Ingenuity  
Pathway Analysis tool and the network of  ‘‘Molecular Mechanisms of  Cancer ’’.  
Gene from our dataset and falling in this network were shown in either red  
(up-regulated) or green (down-regulated) with the intensity of the color being an 
indicator  of  the  fold  change.  
 
Figure  4. “ErbB signaling”  and  “TGF-β pathway”  in  the  canonical 
pathway.   
Functional interacting network among gene datasets were uploaded in the 
Ingenuity Pathway Analysis tool and the network of “ErbB Signaling (A)” and 
“TGF-β pathway (B)”. Genes from our dataset and falling in this network were 
shown in either red (up-regulated) or green (down-regulated). 
 
  
Figure  5.  The  Genes  differentially  regulated  in  ‘‘FAK  Signaling  
pathway’’. 
Functional interacting network among gene sets were uploaded in the Ingenuity  
Pathway Analysis tool and the network of ‘‘FAK  Signaling’’. Genes from our 
dataset  and falling in this network were shown in either red (up-regulated) or 
green  (down-regulated) with the intensity of the color being an indicator of  the  
fold  change. 
 
Figure  6.  The  Genes  differentially  regulated  in  ‘‘NF-κB  Signaling’’  
pathway. 
Functional interacting network among gene sets were uploaded in the Ingenuity  
Pathway Analysis tool and the network of  ‘‘NF-κB  signaling’’.Gene from our 
dataset and falling in this network were shown in either red  (up-regulated) or 
green (down-regulated ) with the intensity of the color being an  indicator  of  






Figure  7.  Migration  of  carcinoma  cells. 
(7-1) Migration of cells 24 h after injury in the presence or absence of 50 nM 
MALT1 siRNA. White broken lines represent the original wound edges. Scale bar 
= 1 mm. (7-2) Percentage of wound closure at 24 h. The graph indicates means ± 
S.D. of wound closure at 24 h (n = 5). *P < 0.001 (compared with mock+siRNA) 
and **P < 0.005 (compared with wtMALT1 without siRNA).   
(7-3) Knock-down of MALT1 protein expression in wtMALT1HSC2 cells and 
∆MALT1HSC2 cells by the siRNA against wtMALT1. The protein expression was 
probed by the immunobloting using an anti-FLAG antibody.  
(7-4) Real-time sensing wound healing assay. The coverage of wounds was 
monitored by the xCELLigence system until 14 h after injury.  
(7-5)Representative examples of wtMALT1HSC2 (wtMALT1), ∆MALT1HSC2 
(∆MALT1) and mockHSC2 (mock) cell migration for 16 h using time-lapse 







Figure  8．FABP  expression  in  normal  and  carcinoma-adjacent  
epithelium  of  the  tongue.   
FABP5 (A, C, E) and FABP4 (B, D, F) were stained at normal tongue epithelium 
(A, B) and epithelium at the interface with carcinomas (C, D). Epithelial cells 
adjacent to carcinomas enhanced FABP5 staining (arrowheads). FABP5 was 
stained at endothelial cell (E, arrowheads) and FABP4 at adipocytes (F, arrows) in 
dermis. Bar = 100 µm (C, D), and 40 µm (A, B, E, F). 
 
Figure  9.  FABP  expression  in  skin  wounds.   
FABP5 (A, C, E, G) and FABP4 (B, D, F, H) expression in mouse skin wounds at 
day 1 (A, B), day 3 (C-F) and day 5 (G, H) were shown. An arrowhead and an 
arrow indicate the hair follicle adjacent and far distal site of wounds, respectively 
(E). Bar = 100 µm (C, D, G, H), 40 µm (E, F), and 20 µm (A, B). 
 
Figure  10.  FABP  expression  in  tongue  carcinomas.   
FABP5 (A, C) and FABP4 (B, D) were stained at cytoplasm and/or nucleus of 
carcinoma cells. Bar = 40 µm (A, B), and 20 µm (C, D) 
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